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RÉSUMÉ 
Une méthode originale d’obtention et de fractionnement 
des exsudats racinaires est décrite. La chromatographie en 
phase gazeuse permet de doser les produits formés avec une 
précision variant entre 10-j et lO_” grammes. 
MOTS CLÉS : Chromatographie - exsudats - riz - techniques. 
ABSTRACT 
An original method of production and separation of root 
exudates is described. 
The formed products are analysed by gas liquid chromato- 
graphy. The accuracy of this method vary between 10-j and 
lO_” g, according to the-nature of products. 
KEY WORDS : Gaz chromatography - rice exudates . 
INTRODUCTION 
Dans la rhizosphère les microorganismes utilisent 
pour leur croissance la matière organique du sol, les 
débris racinaires, les produits du métabolisme micro- 
bien, et les produits organiques exsudés par les racines 
des plantes. Il semble que ces derniers soient le 
facteur prépondérant de l’effet rhizosphère (Macura, 
1966.1971). 
technics. 
L’exsudation est liée à l’activité métabolique de la 
plante, donc aux différents facteurs de l’environnement. 
L’étude de ce phénomène nécessite non seulement 
l’utilisation de techniques d’analyses fines mais aussi 
la réalisation de dispositifs expérimentaux permettant 
de contrôler l’environnement et de recueillir une quan- 
tité suffisante de produits formés. 
Des recherches systématiques sur les exsudats raci- 
naires ont été réalisées au moyen de techniques 
chromatographiques mono et bi-dimentionnelles sur 
papier, sur couches minces ou sur résines (Rovira, 
1959; Rivière, 1960; Vancura, 1964; 1965; 1967; Ayers, 
1968; Sadhu, 1971), ou plus récemment sur « Techni- 
con » (Boulter et coll., 1966). 
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Le marquage radioactif des substances exsudées par 
l’introduction de 14C0.> dans les voies métaboliques 
de la photosynthèse (P: Lespinat, communication per- 
sonnelle) a permis d’étudier la physiologie de l’exsu- 
dation avec beaucoup de précision (McDougall, 1970). 
Jusqu’ici très peu d’auteurs ont employé la chroma- 
tographie en phase gazeuse pour l’identification et le 
dosage des composés exsudés par les racines des plantes. 
Kovacs (1971), l’utilise pour le dosage des molécules 
aromatiques de pois, coton et orge, et Shay (1970), 
dose par ce moyen les sucres exsudés par l’arachide. 
En ce qui concerne les dispositifs expérimentaux, 
peu d’auteurs ont travaillé au champ (Ivarson et coll., 
1968). La majorité des études a été conduite en milieu 
minéral axénique (Stotzky et coll., 1962; Claton et 
coll., 1964; Bend et coll., 1964; Hahn, 1966; Barber, 
1967; Richter et coll., 1968), permettant l’obtention 
d’exsudats en quantité relativement importante. 
A partir des nombreux modèles proposés nous avons 
adapté une technique de culture simple permettant le 
maintien de la partie racinaire en condition stérile alors 
que la partie aérienne est à l’air libre. Les produits 
d’exsudation ont été analysés par chromatographie en 
phase gazeuse. 
MATÉRIEL ET MÉTHODES 
1. CULTURE AXÉNIQUE 
Les graines de riz (variété IR 8) sont stérilisées SOUS 
vide pendant 30 mn dans une solution de Ag NO, à 
2 yo après avoir été immergées dans l’alcool absolu 
pendant 20 mn. Ce traitement est suivi d’un rinçage 
avec une solution de NaCl à 1 yo et plusieurs rinçages 
à l’eau distillée stérile (Kovacs, 1971). 
La germination se fait dans des fioles cylindro- 
coniques de 100 ml au fond desquelles on a coulé 
un milieu gélosé à 5 g/l contenant par litre 5 g de 
75 
glucose, 2,s g d’extrait de levure et 0,s g de KH2P04 
et destiné à mettre les contaminants éventuels en 
évidence. 
Au bout de quatre à cinq jours, les plantules sont 
transférées stérilement dans les pots de culture. Ceux-ci 
sont constitués de flacons de Keller de 350 cm3 à deux 
tubulures latérales. L’ouverture du flacon est surmontée 
d’un tuhe de verre en deux parties séparables (fig. 1). 
Une grille en acier inoxydable sert de support aux 
plantules et le haut du tube est fermé par un coton 
cardé. Lorsque la plante atteint le sommet du tube, 
un joint stérile et hydrofuge est coulé au niveau du 
collet selon la technique de Stotzky et coll. (1962), ce 
qui permet le maintien des racines dans les conditions 
stériles requises pour l’étude de l’exsudation, alors que 
les feuilles sont libres dans l’atmosphère. 
L’évapotranspiration des plantes est compensée régu- 
lièrement par un apport d’eau distillée stérile. L’éclai- 
rement artificiel est assuré par quatre lampes Mazda 
MAFD de 400 watts fournissant un éclairement moyen 
de 30 000 lux avec une photopériode de 12 heures. 
Le milieu nutrifif utilisé (tabl. 1) a été mis au point 
en tenant compte des travaux effectués snr la nutrition 
du riz (Karim, 1969) et plus particulièrement sur les 
besoins en azote (Singh, 1966) et en silice (Okuda, 
1965; Takahashi, 1968). L’emploi de substances corne 
plexantes a été évité afin de ne pas gêner l’extraction 
ultérieure des produits exsudés. La silice est ajoutée 
à raison de 1 g environ par récipient de culture, avant 
l’introduction stérile du milieu, sous forme de 2SiO?, 
H?O, légèrement soluble. Le pH final est de 6,0. 
Les récipients sont stérilisés à 120 OC pendant une 
h ’ eure a l’autoclave. La solution nutritive est introduite 
par filtration à travers un filtre Millipore de 0,22 p. 
Le milieu contient en outre les oligoéléments sui- 
vants : Mn, 0,2 ppm; CU, 0,02 ppm; Zn, 0,s ppm; B, 
0,l ppm et Mo, 0,02 ppm. 
b 
d 
A B 
Fig. 1. - rl : Début de culture. a : coton cardé. b : tube de 
prolongation amovible. c : ruban adhésif thermostable. 
d : tube de prolongation fixe. e : dispositif d’alimentation en 
eau distillée stérile. f : ballon de Keller de 350 ml. g : solu- 
tion nutritive. h : dispositif de prélèvement stérile a la 
seringue. i : joint torique en silicone. j : grille en acier 
inoxydable. 
B : fin de culture. K : gravier à arrêtes non coupantes. 
1: sable hydrofugé. m : coton cardé. 
TABLEAU 1 
COMPOSITION 111; MILIEU NUTRITIF 
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2. ANALYSE DES PRODUITS D’EXSUDATION 
L’originalité de la méthode consiste en une sépara- 
tion et un dessalage simultanés des trois fractions 
suivantes : acides aminés, acides organiques et sucres. 
Chacune des fractions est ensuite analysée séparément. 
2.1. Fractionnement et dessalage 
Les produits de desquamation et les débris raci- 
naires sont éliminés de l’échantillon par passage sur 
filtre Millipore de 0,45 p. On ajoute ensuite les étalons 
internes qui serviront de référence lors de l’analyse 
chromatographique : la Nor-leucine pour les acides 
aminés, l’acide adipique pour les acides organiques et 
le Xylose pour les sucres, car la présence de ces 
différents produits est peu probable parmi les exsudats 
du riz. Ces étalons internes sont introduits à des 
concentrations voisines de celles qui sont présumées 
pour les différents composants de l’échantillon concen- 
tré (0,l à 1 mg/l). 
L’échantillon de 300 ml environ est ensuite alcalinisé 
à pH 8 par la soude 1 N, puis concentré sous vide à 
40 “C dans un évaporateur rotatif jusqu’à un volume 
de 40 ml environ. Le pH de la solution concentrée 
est ajusté à 9. 
Les trois fractions sont séparées et dessalées en 
milieu alcalin en utilisant une seule colonne de résine 
Dowex 1, anionique forme Cl -, de 300-400 mesh; 
cette technique est une modification de celle de Busch 
et coll. (1952) qui l’utilisent pour la séparation des 
acides organiques. 
La colonne (10 cm de hauteur sur 1 cm de diamètre) 
est conditionnée par passage d’une solution 4 M de 
formiate de sodium jusqu’à disparition des ions Cl - 
dans I’effluent (test au NO,Ag), puis lavée à l’eau 
distillée jusqu’à neutralité. On fait passer enfin 50 ml 
d’une solution 6 N d’acide formique et on lave une 
nouvelle fois à l’eau distillée jusqu’à neutralité de 
l’effluent. 
La solution à analyser est versée sur la colonne 
d’où elle est éluée au rythme de L ml/mn. On rince 
avec 10 ml d’eau. L’effluent et l’eau de rinçage contien- 
nent la fraction neutre qui sera déminéralisée à travers 
une colonne de résine cationique Dowex 50, forme H + 
de 200.400 mesh (10 cm de hauteur sur 1 cm de 
diamètre). 
L’élution sélective des acides aminés s’opère par 
passage de 30 ml d’une solution 0,l N d’acide formique 
à la vitesse de 1 ml/mn. Les acides organiques sont 
élués par 100 ml d’une solution à 15 y0 d’acide formique 
à la vitesse de 5 ml/mn. 
2.2. Annlyses par chronaatographie en phase gazeuse 
L’appareil utilisé est un Varian Aerograph 1400, 
monocolonne à détection par ionisation de flamme. 
2,2.1. Analyse des sucres. 
La séparation chromatographique est réalisée après 
triméthylsilylation par passage, en programmation de 
température, à travers une colonne de silicone SE 52 
(sweeley et coll., 1963). 
L’éluat de la résine cationique est évaporé à sec sous 
vide à 40 “C. Le résidu est repris par 3 fois 0,5 ml de 
pyridine anhydre à 80 “C environ et transféré dans 
un flacon à réaction en pyrex de 5 ml fermé par une 
membrane en téflon et un bouchon à vis. Les dérivés 
sont formés par addition de 0,2 ml d’hexamethyldisi- 
lazane et 0,l ml de triméthylchlorosilane. Après 15 mn 
environ, on injecte directement 0,l à 0,2 y1 du surna- 
geant dans le chromatographe. 
2.2.2. Analyse des acides organiques aliphatiques 
Les acides organiques sont séparés sur colonne de 
Polypropylène glycol adipate (Réoplex 400) sous forme 
d’esters méthyliques en programmation de température 
(Harmon et coll., 1969; Morard et coll., 1971; Ewis et 
col.., 1975). Récemment, une nouvelle phase station- 
naire (Silar 10 C), de meilleure tenue à haute tempé- 
rature que Réoplex 400, a été utilisée avec succès dans 
l’analyse des acides organiques non volatils (Bide, 
1975). 
La fraction contenant les acides organiques est éva- 
porée à sec sous vide à 40 “C, en plaçant environ 5 g 
de soude en pastilles dans le ballon de réception pour 
piéger l’acide formique. 
Deux méthodes de méthylation ont été utilisées avec 
un égal succès : 
a. Le résidu sec est repris par 3 fois 0,5 ml de 
méthanol anhydre que l’on transfère dans un flacon 
à réaction comme décrit précédemment. On ajoute 
0,l ml d’Hc1 concentré et on laisse reposer pendant 
quatre heures dans une étuve à 60 OC. On ajoute 
ensuite 2 ml d’eau distillée puis 1 ml de chloroforme. 
On agite vigoureusement pendant deux minutes. La 
phase supérieure aqueuse est éliminée et la phase 
inférieure, chloroformique, est séchée par addition de 
quelques milligrammes de sulfate de sodium anhydre. 
La solution chloroformique peut-être injectée directe- 
ment dans le chromatographe, où être amenée presque 
à sec, puis reprise par de l’éther. 
b. Le résidu sec est repris par 3 fois 0,5 ml d’une 
solution de BF, à 14 y0 dans le méthanol. Le tube 
‘fermé est ensuite plongé dans l’eau bouillante pendant 
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deux à trois minutes, puis refroidi immédiatement dans 
un bain de glace. L’extraction se fait comme précédem- 
ment. 
2.2.3. Analyse des acides aminés 
L’analyse chromatographique en phase gazeuse des 
acides aminés sous forme d’esters nqbutyl-trifluoroacé- 
tiques a été mise au point à partir de travaux tels que 
ceux de Gehrke et coll. (1971). La separation se fait 
sur colonne en verre Pyrex contenant du silicone 
OV 17, en programmation de température. 
La fraction contenant les acides aminés est évaporée 
sous vide à 45 OC jusqu’à dessiccation totale; le résidu 
est repris par 4 fois 0,5 ml de méthanol anhydre 
chauffé à 60 OC environ, puis transféré dans de petites 
fioles à réaction. On fait passer un courant d’HC1 
gazeux anhydre dans la solution à 25 OC pendant 30 mn, 
puis on évapore sous vide à 40 ‘C. On reprend par 
4 fois 0,5 ml de n-butanol anhydre à 100 “C et on 
fait passer le courant gazeux d’HC1 anhydre pendant 
2 h 30 à 100 “C. On évapore sous vide à 40 OC puis 
on reprend le résidu par 3 fois 0,5 ml d’anhydride 
trifluoroacétique. 
Après deux heures environ la réaction est totale 
et l’on peut injecter directement 1 à 3 pl de la solution 
dans le chromatographe. 
RÉSULTATS ET DISCUSSION 
Les chromatogrammes représentés ont été obtenus 
à partir de solutions nutritives dans lesquelles des 
plants de riz âgés de 20 jours se sont développés 
pendant 15 jours. Les résultats quantitatifs correspon- 
dant à la moyenne de 4, plantes sont rapportés au 
tableau II. 
1. SUCRES 
On constate la présence de quelques oses. Le glucose 
est en quantité relativement importante. Ce résultat est 
en accord avec ceux obtenus par Mac Rae et coll. 
(1967). 
La présence fréquente des deux isomètres ct et p est 
due aux conditions mêmes de préparation des dérivés 
et ne traduit pas la réalité. 11 convient donc d’addition- 
ner la surface des deux pics pour obtenir une valeur 
quantitative de chaque sucre. Ce calcul est réalisé 
par référence aux valeurs trouvées sur le chromato- 
gramme étalon. 
2. ACIDES ORGANIQUES 
Ils sont peu abondants et représentés par les acides 
succinique, aconitique, et citrique, mais la méthode 
utilisée ici, qui fait intervenir une évaporation sous 
vide en milieu acide, ne permet pas de détecter les 
acides organiques volatils qui peuvent exister en quan- 
tité relativement importante dans les exsudats du riz 
(Rivière, 1960). Ces derniers pourraient être détectés 
très facilement sous forme libre en extrait éthéré sur 
une colonne DEGS + PO,Hs. 
Le chromatogramme d’étalonnage représenté fig. 3 
a été obtenu à partir d’une solution étalon d’acides 
TIBLEAU 11 
EXSUDATION RACINAIRE DE PLANTS DE RIZ AGES DE 20 JOIJRS, 
MESUREE APRES li JOIJRS DE CROISSANCE DANS UN MILIEU DE CUT,TURE HYDROPONIQTJE 
Sucres (mg/plante) 
Arabinosc = 0,008 
Ribose = 0,015 
Xylose = 0,008 
Mannose + Fructosc = 0,008 
Galactose = 0,016 
Glucose = 1,80 
Total = 1,9 
Ac. organiques (mg/plante) 
Oxalique = 0,057 
Succinique = 0,009 
Aconitique = 0,009 
Citrique = 0,040 
= 0,l 
Ac. aminés (mg/plante) 
Ala + Ile = 0,100 
Ser = 0,048 
GIY = 0,010 
Val = 0,007 
Thr + leu = 0,290 
Hypro = 0,030 
Met = 0,037 
Phe = 0,074 
Tyr = 0,200 
LYS = 0,037 
Arg = 0,080 
Try = Traces 
= 0,9 
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ETALONS 
/- 
EXSUDATS 
MINUTES 
Fig. 2. - ,Séparation des sucres 
sous forme de dérivés triméthyl- 
sylilés. Injection 1 ul de solution, 
soit 0,l 1Lg de chaque sucre pour 
les étalons. Colonne acier inox de 
200 cm x 0,3 cm, remplie de SE 
52 à 4 % sur chromosorb W.DMCS 
80/100 mesh. Conditions : Tem- 
pérature initiale = 140 “C. Vitesse 
d e programmation 4”/mn. Tem- 
pérature finale : 260 “C. Injecteur 
200 “C. Détecteur 280 “C. Débits : 
azote 30 ml/mn; hydrogène : 25 
ml/mn. B : Ribose. C : Xylose. 
D : Mannose + Fructose. E : Ga- 
lactose. F : u glucose, G : p glu- 
cose. H : Lactose + saccharose. 
1 : u Maltose. J : p Maltose. 
organiques traitée de manière identique à la solution 
d’exsudats. Il faut noter que certains acides tels que 
I’oxalo-acétique, le gluconique et le tartique ne peuvent 
pas être détectés par cette méthode, si bien que leur 
3. ACIDES AMINÉS 
Les conditions adoptées ici pour l’analyse des acides 
aminés permettent la mise en évidence de 18 acides 
présence n’est pas exclue dans les exsudats du riz. aminés, mais seulement 12 d’entre eux peuvent faire 
Fig. 3. - Séparation des acides 
organiques sous forme d’esters 
méthyliques. Injection 2 ul de so- 
lution, soit 0,2 lrg de chaque acide 
pour les étalons. Colonne acier 
inox de 60 cm x 0,3 cm remplie 
de Reoplex 400 (Polypropylène 
Glycol Adipate) à 10 % sur chro- 
mosorb W 60/80 mesh. 
Conditions : Température initiale 
50 “C. Vitesse de programmation 
6”/mn. Température finale 150 “C. 
Injecteur 150 “C. Détecteur 170 “C. 
Débits : azote 30 ml/mn; hydro- 
gène 25 ml/mn; air 300 ml/mn. 
a : Lactate. b : Oxalate. c : Ma- 
lonate. d : Fumarate. e : Succi- 
nate. f : Maléate. g : indéterminé. 
h: indéterminé. i: Malate. j: glu- 
tarate. k : CY. cétoglutarate. 1 : Aco- 
nite. m : Citrate. Etalon interne : 
X16 
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20 
Adipate. MINUTES 
ETALONS EXSUDATS 
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a,I< t,,o 
ETALONS EXSUDATS 
0 10 20 30 40 
MINUTES Nor-Leucine. 
l’objet d’une détermination quantitative. En effet, 
l’hlanine et 1’Isoleucine ne sont pas séparés ainsi que 
la Thréonine et la Leucine. De plus, l’acylation de 
1’Arginine et du Tryptophane est aléatoire. L’Histidine 
et la Cystine peuvent être séparés sur cette colonne 
mais leur détermination quantitative nécessite l’emploi 
d’un appareil à double colonne utilisé en programma- 
tion différentielle afin de stabiliser la ligne de base. 
Le chromatogramme étalon a été obtenu par le 
traitement d’une solution connue d’acides aminés, dans 
des conditions identiques à celles subies par la solution 
d’exsudats. 
Dans les exsudats analysés, nous avons mis en évi- 
dence une dizaine d’acides aminés, ce qui confirme 
les résultats obtenus sur le riz par Mac Rae et coll. 
(1967). 
CONCLUSION 
La méthode décrite permet l’analyse des principaux 
surces, acides aminés et acides organiques contenus 
dans les exsudats racinaires d’une plante cultivée en 
milieu minéral axénique. 
Les quantités détectables varient entre 10 - s et 10 -g 
grammes par échantillon, suivant la nature du produit. 
La sensibilité de la méthode pourrait permettre de 
suivre des variations de concentration d’exsudats à 
intervalles très rapprochés et d’étudier de façon précise 
la physiologie de l’exsudation racinaire. 
Manuscrit reçu au Service des Publications le 1 mai 1977 
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Fig. 4. - Séparation des acides 
aminés sous forme d’esters N-Bu 
tyltrifluoroacétiques. Injection de 
3 ~1 de solution soit 1,2 trg de 
chaque acide pour les étalons. 
Colonne en verre Pyrex de 366 cm 
X 2 mm intérieur, remplie de sili- 
cone OV-17 à 3 % sur chromo- 
sorb G.H.P. 100/120 mesh. 
Conditions : Température initiale 
12.: “C, isotherme pendant 8 mi- 
nutes puis programmation à 4”/mn 
jusqu’à 260 “C. Injecteur 250 “C ; 
Ditecteur 280 “C. Débits : azote 
34 ml/mn ; hydrogène 25 ml/mn; 
air 300 ml/mn. Etalon interne : 
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